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Es werden Verfahren zur Herstellung von PNA-Oligomeren beschrieben, (siehe Patentzeichnung im 
original Dokument) 

worin R( hochgestellt(o) Wasserstoff, Alkanoyl, Alkoxycarbonyl, Cycloalkanoyl, Aroyl, Heteroaroyl, 
oder eine Gruppe bedeuten, die die intrazellulare Aufiiahme des Oligomers begunstigt, A und Q fur 
Aminosaurereste stehen, k und 1 Null bis 20, n 1 bis 50 bedeuten, B fur eine in der Nucleotidchemie 
ubliche Nucleobase steht und Q( hochgestellt(o) OH, NH(sub 2) oder Alkylamino, das durch OH oder 
NH(sub 2) substituiert sein kann, bedeutet. Dabei werden die Aminosaurereste und die Bausteine (siehe 
Patentzeichnung im original Dokument) 

worin PG fur eine basenlabile Aminoschutzgruppe und B' fur eine an der exocyclischen Aminofunktion 
geschutzte Nucleobase steht, stufenweise nach der Festphasenmethode auf einen polymeren Trager, der 
mit einer Ankergruppe versehen ist, aufgekuppelt und nach beendetetem Aufbau die Zielverbindungen 
mittels eines Abspaltungsreagenzes vom polymeren Trager abgespalten. Ferner werden 
Zwischenprodukte der PNA-Oligomeren sowie Verfahren zu deren Herstellung beschrieben. 
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© PNA-Synthese unter Verwendung einer basenlabilen Amino-Schutzgruppe. 

© Es werden Verfahren zur Herstellung von PNA-Oligomeren beschrieben. 
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worin R° Wasserstoff, Alkanoyl, Alkoxycarbonyl, Cycloalkanoyl, Aroyl, Heteroaroyl, Oder eine Gruppe bedeuten, 
die die intrazellulare Aufnahme des Oligomers begunstigt, A und Q fur Aminosaurereste stehen, k und I Null bis 
20, n 1 bis 50 bedeuten, B fur eine in der Nucleotidchemie Ubliche Nucleobase steht und Q° OH, NH 2 Oder 
Alkylamino, das durch OH Oder NH2 substituiert sein kann, bedeutet. Dabei werden die Aminosaurereste und die 
Bausteine 
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ren sowie Verfahren zu deren Herstellung beschrieben. 
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Peptide Nucleic Acids (PNA) sind DNA-analoge Verbindungen in denen das Deoxyribose-Phosphat- 
Gerust durch ein Peptid-Oligomer ersetzt wurde. Die bisher in der Literatur (Michael Egholm, Peter E. 
Nielsen. Ole Buchardt and Rolf H. Berg, J. Am. Chem. Soc. 1992. 114. 9677-9678; Ole Buchardt. Michael 
Egholm, Peter E. Nielsen and Rolf H. Berg, WO 92/20702) beschriebenen Synthesen verwenden zum 

5 temporaren Schutz der Aminogruppe des Monomers die saurelabile tert.-Butyloxycarbonyl (Boc)-Schutz- 
gruppe, die durch mittelstarke Sauren, wie z.B. Trifluoressigsaure abgespalten wird. Die Festphasensynthe- 
se von Oligomeren folgt dabei dem Ublichen Peptidsyntheseverfahren, wie es z.B. von Merrifield (B. 
Merrifield, J. Am. Chem. Soc, 1963, 85, 2149) beschrieben wurde. Die Abspaltung des PNA-Oligomeren 
vom festen Trager erfolgt dabei mit einer starken Saure, ublicherweise mit fliissigem Fluorwasserstoff. 

10 Diese Reaktionsbedingungen, insbesondere die wiederholte Behandlung mit Trifluoressigsaure laCt daher 
eine Reaktion in offenen ReaktiongefaBen nicht zu. wie es zum Beispiel beirn Einsatz von multiplen 
Peptidsynthesizern der Fall ist (Review: G. Jung und A. Beck-Sickinger, Angew. Chem. 104 (1992) 375- 
391). 

Ziel der Erfindung ist, ein Syntheseverfahren mit einer basenlabilen temporaren Amino-Schutzgruppe 
75 fur den Aufbau der PNA-Oligomeren zu entwickeln, das eine Abspaltung vom festen Trager unter 
schwachen oder mittelstarken Sauren erlaubt 

Die nachfolgende Erfindung beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von PNA-Oligomeren der Formel I 
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30 worin 

R° Wasserstoff, Ci-Cis-AlkanoyI, Ci -Cis-Alkoxycarbonyl, C3-Cs-Cycloalkanoyl, Cy-Cis^Aroyl, C3- 
C1 3-Heteroaroyl, oder eine Gruppe bedeuten, die die intrazellulare Aufnahme des Oligomers 
begCinstigt oder die bei der Hybridisierung mit der target- Nucleinsau re interagiert; 

A ein Aminosaurerest, bevorzugt aus der Reihe Glycin, Leucin, Histidin, Phenylalanin, Cystein, 
35 Lysin, Arginin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Prolin, Tetrahydrochinolin-3-carbonsaure, Octah- 

ydroindol-2-carbonsaure und N-(2-Aminoethyl)glycin; 

k eine ganze Zahl von Null bis 20, bevorzugt Null bis 10; 

Q ein Aminosaurerest, bevorzugt aus der Reihe Glycin, Leucin, Histidin, Phenylalanin, Cystein, 
Lysin, Arginin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Prolin, Tetrahydrochinolin-3-carbonsaure, Octah- 
40 ydroindol-2-carbonsaure und N-(2-Aminoethyl)glycin; 

I eine ganze Zahl von Null bis 20, bevorzugt Null bis 10; 

B fur eine in der Nucleotidchemie ubliche Nucleobase, beispielsweise fur naturliche Nucleobasen 
wie Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin und Uracil oder unnaturliche Nucleobasen wie Purin, 2.6- 
Diaminopurin, 7-Deazaadenin, 7-Deazaguanin, N 4 N* -Ethanocytosin, N e N 6 -Ethano-2.6-diaminopu- 
45 rin, 5-Methylcytosin, 5-(C3-Ce)-Alkinyl-uracil, 5-(C3-C6)-Alkinyl-cytosin, 5-Fluor-uracil oder Pseu- 

doisocytosin, 2-Hydroxy-5-methyl-4-triazolopyrimidin oder deren Prodrugformen; 

Q° Hydroxy, NH 2 , NHR" bedeutet mit R" = C1 -Ci8-Alkyl t C2-Ci8-Aminoalkyl, C 2 -Ci 8 -Hydroxyalkyl; 
und 

n eine ganze Zahl von 1- 50, bevorzugt 4-35 bedeuten, 
so das dadurch gekennzeichnet ist, daB man auf einen polymeren Trager der Formel II 

L-[Polymer] (II), 

der mit einer Ankergruppe L versehen ist, die latent den Rest Q° enthalt. entweder zuerst mit einem fur die 
55 Festphasensynthese ublichen Verfahren Aminosauren (Q*) aufkuppelt und dann auf die dabei als Zwischen- 
produkt entstehende Verbindung der Formel III 

(QVL-tPolymer] (III), 
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r ■ rt ■« Q' „ r sine Aminosaure Q steht, die gegebenenfaLs in der Seitenkette 

SfdiSct auf den poiymeren TrSger der Formal .. 
a) eine Verbindung der Formel IV 



10 




(IV), 



75 worin 
PG 
B' 



20 



25 



35 



40 



45 



50 



IUr eine basenlabile ^i" 0 *^^*^ Qe schutzte Nucleobase steht, unter Verwendung 
w d, e temporare basenlabile Schutzgruppe PG m.ttels e.nes ge g 



B • 

'.. da)' 



I ll 



CHj 

c-o 

H 

und PDGF (Platelet Derived Growth Factor). "^L^SSS,,* Fluorescein- Oder Coumarm-Denvaten 
befspSsweise von DansyKN-Dimethyl-1-am,nona P hthy. 5 sultany >, ^ ^ da s u ber 

Oder chemilumineszierende Gruppen bMP*?" vo " ^ ^ vidjn . System nacn weisbare Biotm-Gruppe 
EUSA nachweisbare Digoxygenin-System. d.e uber- d ^f n 0 ^ a liche y De rivatisierung mit nachwe.sbaren 
oTaber ^er-Arrne^t ^ mit einem Acridini—ster zur 

SSSSS^^^ ^P-sche Markierungsgruppen s,nd: 
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Acridinium-Ester 

R = H oder Aminoschutzgruppe 

20 
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Biotinkonjugat (= "Biotin" fuer R = Boc) 
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40 Carbazolderivat 

Gruppen, die boi der Hybridisierung des Oligomers an die target- Nucleinsaure diese unter Bindung, 
Quervernetzung oder Spaltung angreifen sind zum Beispiel Acridin-, Psoralen-, Phenanthridin, Naphtochi- 
non-, Daunomycin- oder Chlorethylaminoaryl-Konjugate. Typische interkalierende und quervernetzende 
Reste sind: 

45 



so 




Acridinderivat x = 2-12, bevorzugt 4 
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x = 1 - 18, X = Alkyl, Halogen, N0 2 , CN, 

so 
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x = 1 - 18, X = Alkyl, Halogen, N0 2 , CN, 
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Ankergruppen L, die latent die Funktion Q° enthalten sind zum Beispiel bei George Barany, Nancy Kneib- 
Cordonier and Daniel G. Mullen., Int. J. Peptide Protein Res., 1987, 30, 705-739; Gregg B. Fields and 
Richard L. Noble, Int. J. Peptide Protein Res. 35, 1990, 161-214; K. Barlos, D. Gatos, J. Hondrelis, J. 

20 Matsoukas, G.J. Moore, W. Schafer und P. Sotiriou, Liebigs Ann. Chem. 1989, 951-955; H. Rink, 
Tetrahedron Lett. 1987, 3787-3790; G. Breipohl, J. Knolle und R. Geiger, Tetrahedron Lett. 1987, 5647- 
5650; G. Breipohl, J. Knolle und W. Stuber, Int. J. Peptide Protein Res., 1989, 34, 262-267; W. Stuber, J. 
Knolle und G. Breipohl, Int. J. Peptide Protein Res., 1989, 34, 215-220 oder in den EP-A-0 264 802 (HOE 
86/F259), EP-A-0 287 882 (HOE 86/F101), EP-A-0 322 348 (HOE 87/F386K) beschrieben. 

25 Polymere Trager, die mit einer Ankergruppe versehen sind, die latent die Gruppe Q° enthalten, sind 
beispielsweise 4-Alkoxybenzylalkohol-Harz, 2-Methoxy-4-alkoxybenzylalkohol-Harz, 2-Chlortriphenylmethyl- 
Harz, 2,4-Dimethoxybenzhydrylamin-Harz, 4-(2 , ,4 , -Dimethoxyphenylaminomethyl) phenoxymethyl-Harz, Oder 
die mit einer primaren Aminogruppe funktionalisierten polymeren TrSger, wie z.B. ©polyHIPE, ©Tentagel, 
©Controlled Pore Glass, Polystyrol, auf die eine der latent die Gruppe Q° enthaltende Ankergruppen wie 

30 z.B. 4-(4'-Methoxybenzhydryl)-phenoxyessigs£iure, 4-(4'-Methoxybenzhydryl)-phenoxybuttersaure, 4-Hy- 
droxmethylphenoxyessigsaure, 2-Methoxy-4-hydroxymethylphenoxyessigsaure, 5-(4- Ami nomethy 1-3,5- 
dimethoxyphenoxy)-valeriansaure, 3-(Amino-4-methoxybenzyl)-4-methoxyphenylpropionsaure, 5-(Amino-4- 
methoxybenzyl)-2,4-dimethoxyphenylpropionsaure,4-(Amino-(C2-C^)alkylaminocarbonyloxymethyl)-phenoxy- 
essigsaure, Oxalsauremono(amino-C2-Ci6-alkyl)ester, Bernsteinsauremono(amino-C2-Ci6-alkyl)ester aufge- 

35 kuppelt ist. 

Bevorzugt verwendet werden die folgenden Ankergruppen oder schon an den polymeren Trager 
gebundenen Ankergruppen: 

4-Alkoxybenzylalkohol-Harz, Methoxy-4-alkoxybenzylalkohol-Harz, 2-Chlortriphenylmethyl-Harz, oder die auf 
mit einer primaren Aminogruppe funktionalisierten Trager vom Typ ©Tentagel, ©Controlled Pore Glass, 
40 Polystyrol, latent die Gruppe Q° enthaltenden gekuppelten Ankergruppen 4-(4'-Methoxybenzhydryl)-phe- 
noxybuttersaure, 4-Hydroxmethylphenoxyessigsaure, 2-Methoxy-4-hydroxmethylphenoxyessigsaure, 5- 
(Amino-4-methoxybenzyl)-2,4-dimethoxyphenylpropionsaure, 4-(Amino-(C2-C 8 )-alkylaminocarbonyloxyme- 
thyl)-phenoxyessigsaure, Oxalsauremono(amino-C2-Ci&-alkyl)ester, Bernsteinsauremono(amino-C2-Ci6-al- 
kyl)ester. 

45 Basenlabile Aminoschutzgruppen PG sind z.B. 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) und 2,2-[Bis(4- 

nitrophenyl)]-ethoxycarbonyl (Bnpeoc) (W. Konig, D. Bucher, R. Knuttel, K. Lindner und A. Volk, Procee- 
dings of the Akabori Conference, Grainau-Eibsee/Bavaria, June 12-13. 1985, pp.32 und R. Ramage, A.J. 
Blake, M.R. Florence, Th. Gray, G. Raphy, und P.L. Roach, Tetrahedron 1991, 37, 8001-8024), 2-(2,4- 
Dinitrophenyl)-ethoxycarbonyl (Dnpeoc) (M. Acedo, F. Albericio, R. Eritja, Tetrahedron Lett. 1992, 4989- 

so 4992), 2-Methylsulfonylethyloxycarbonyl (Msc), 1-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohexyliden)ethyl (Dde) (B.W. 
Bycroft, W.C. Chan, S.R. Chabra und N.D. Home, J.Chem.Soc., Chem. Commun. 1993, 778-779), bevorzugt 
ist die Verwendung von Fmoc, Bnpeoc und Dnpeoc, ganz besonders bevorzugt wird die Fmoc-Schutzgrup- 
pe verwendet. 

Die in Schritt a des obigen Syntheseverfahrens benutzten in der Peptidsynthese Oblichen Aktivierungs- 
55 methoden sind z. B. in Houben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, Band 15/2, Georg Thieme Verlag 
Stuttgart 1974, beschrieben. Weitere Reagenzien wie z.B. BOP (B. Castro, J.R. Dormoy, G. Evin and C. 
Selve, Tetrahedron Lett. 1975, 1219-1222), PyBOP (J. Coste, D. Le-Nguyen und B. Castro, Tetrahedron 
Lett. 1990, 205-208), BroP (J. Coste, M.-N. Dufour, A. Pantaloni und B. Castro, Tetrahedron Lett. 1990, 669- 
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2b 



, , . 1QQ1 1Q67-1970) und Uronium- 
672) PyBroP (J. Ooste. E. Fr.ro,. P. **. «• "^0^ S. 2!^»S*~ f ' 
SarLn, * *B. ™TU (V. Dourtoglou. B. ^J^f'^rt, and D. G«l.*»n. ™*-™" 
CT^ TBTU. TPTU. TSTU. TNTU <R .^^"Snj n a. carplno. J Am. Cham. Soc. 1993. 115. 

Beyermann and M. Bienert. J. Org^ E SCO m Science Publishers B. V. 1991 ppJS- 

G Sennyey in E. Giralt and D. Andreu (Eds.) Pept. & , yle nsulfonyl-3-nitro-1 ,2,4-tnazol.d 

E5/7b^^ 

SE-S^?^— ^^tTSS^IW* ^ BO, Oder 8*-** 

Uronium-Reagenzien, wie z.B. HBTU, TBTU, . k . u, 

.V rni dem Aktivierungsreagenz -nd gegebenenfails * ^ ^Hydroxy-A-oxo^^-dihydrobenzotna- 
Lol (HOBt) (W. Konig, R. Geiger, Chem. Be . 103, zum Harz durchge fuhrt werden oder aber 

MHOObt) (W. Konig, R. Geiger. ^^^Zms^L erfolgen und die Losung der a^erten 
die Voraktivierung des Bauste-nes Po.ymer gegeben werden. 

Spezies in einem geeigneten wsun 9rT«^^2cWttzten Nucleobasen B' werden fur den Schutz der 
Bei den in der exocyclischen Am.nofunkt.on geschutzten nu k0 mpatible Schutzgruppen w.e 

exocyc ische Aminofunktion mit der wie tert. Buty.oxycar- 

z B gegen schwache Oder mittelstarxe S^"^ 

bonyl (Boc), 4-Methoxybenzyloxycarbonyl (Mmt). (4-Methylphenyl)- 

v^m Trityl-Typ wie Triphenylmethyl 0*). <«***^ (Pixyl) verwendet. 

d^enylj (Mtt). ^-methoxyphen^ Triphenylmethy. (W). (4-Meth°*- 

RManders bevorzugt ist die Verwendung von Butyloxycaroc . y v DK4 . meth0X yphenyl)phenylmethyl 
^diphenyimethy. (Mmt), Monomeren deutlich verbes- 

?D P m t) y wo b ei Trt, Mtt, Mmt » nd 

sern. Ganz besonders bevorzugt ist die Vf™*™"* ' PG sin d beispielswe.se e.ne Losung von 

Absoaltungsreagenzien fur die basenlab.le Am.noschutegrupp Dime thylformam.d, N- 

pJdTSoUS. «y*«" ^^^^0^ bevorzugt sind insbesondere f 0r 
Methylpyrrolidinon (NMP), Acetomtnl (ACN) oder J™ von 20 % Piperidin in DMF oder N 

^ F y m P oc, Dnpeoc und B^°^^^ ° MF °» ^ ^ 

Methylpyrrolidinon sowie e.ner Mischung von** 
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70 worin 

PG fur eine basenlabile Aminoschutzgruppe und 

B' fur eine an der exocyclischen Aminofunktion geschutzte Nucleobase stehen, sind neu. 
Die Verbindungen der Formel IV 

75 B * 

V o 

PG — N v H JL (IV) 

H X)H 



erhalt man dadurch, daB man eine Verbindung der Formel V 



H 0 




worin 

PG eine basenlabile Aminoschutzgruppe und 

R 1 eine Esterschutzgruppe wie z.B. Methyl, Ethyl, Butyl, 2-(Methoxy-ethoxy)-ethyl, Benzyl, bevorzugt 
Methyl, 2-(Methoxy-ethoxy)-ethyl, besonders bevorzugt Methyl bedeuten 
35 mit einer Verbindung der Formel VI 



8 ' 



40 




(VI), 



45 worin 

B* eine Nucleobase, wobei die exocyclische Aminofunktion der Nucleobase durch eine mit der 
basenlabilen Aminoschutzgruppe kompatiblen Schutzgruppe wie z.B. gegen schwache Sauren 
labile Schutzgruppen vom Urethantyp wie Boc, Moz Oder vom Trityl-Typ wie Trt, Mmt, Dmt, Pixyl 
geschutzt ist, bedeutet, 

so bei 0-45 °C, bevorzugt bei Raumtemperatur, in einem geeigneten Losungmittel, wie zum Beispiei DMF, 
Acetonitril, Dichlormethan oder Mischungen dieser Losungsmittel unter Verwendung eines in der Peptidche- 
mie ublichen Kupplungsreagenzes, wie z.B. Carbodiimiden, Phosphonium-Reagenzien. Uronium-Reagen- 
zien, Saurehalogeniden, aktivierten Estern zu einer Verbindung der Formel VII 

55 
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OTi PS. B' und R 1 wie Oban datiniert sind, AiMHIauoe Oder auch enzymatisch ™t Hi»e von 

S—t und -a 2 B. D,o«an, Wasaa,. TaTah- 

Esterasen oder Lipasen bei 0-50 C in e.nem y« « L o Sunqsm itteln abspaltet. 



Verbindung der Formel V 



75 



20 




(V), 



W 7g sine basen.abile Aminoschutzgruppe J^^ 8 ^^^ bedeuten, 
ri Wasserstotf oder eine temporare S.lylschutzgruppe. w.e 
25 mit einer Verbindung der Formel VIII 

B- - CH 2 - CO - R 2 (VIID. 
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% Z^2XZ5£l~* — ««— ■ * * B - OM - oa * 0F1p ' 

M1 ^.^ssru- r: jus ri^K; 

Saur.funklion in v.rbindungan da, Fornal V kann £™ „, ese , wmpo , ar »„ ScMzoruppa arfolgt 

Aminoethylglycinester mit der entsprechenden R ~ m ? ei , m odifizierten Verfahren. Geeignete 

basenlabiien Schutzgruppe erfo.gt dabe, ™^ a ^™^ U DnpeO c-0US», Msc-CI. 2-Acety.d.medon 
Reagenzien sind z.B. Fmoc-CI. ^^^"^^hio^lgtycins unter gleichzeitigem Schutz der 
(Dde). Bei dieser Umsetzung kann *• ^'^J^X^en wie z.B. Bis-Trimethylsilylacetam.d 
Surefunktion durch Umsetzung «<**^ JJSJSip. ««* nach der UmSet2Un9 ? T 
verbessert warden. Die Abspaitur, , dieser tempo^en SWP^ ^ ReaWionsmischung . Das * 
Schutzgruppenreagenzien durch Zugabe von Wasser oa Aminoethylglycinester werden 

rsganUateria. verwend* J. .^^H^tST^ Felix. M. Ahmad. T,. Lambros, F. 
nach literaturbekannter Methode " 23 1984 203-211) hergestellt 

r^-si^^ - «■ DE - p 44 08 530 3) beschr,e " 

ben Die N uc,eobasen- E ssi 9 s a ureder T ^ Ict^T £ SSf. 
, Nudeobasen oder in der ^''^ werden dabej zur selektlven 

Bromessigsaure, Jodessigsaure ^"£^j££!*^ ^efOhrt. 
Alkylierung zusatzlich temporare Schutzgruppen an der inuc 
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Als Schutzgruppe fur die Nucleobasen konnen alle mit der basenlabilen Schut2gruppe PG kompatible 
Schutzgruppen verwendet werden. Fur die exocyclische Aminofunktion werden bevorzugt die gegen 
schwache Sauren labilen Schutzgruppen vom Urethantyp wie Boc, Moz, Ddz Oder vom Trityl-Typ wie Trt, 
Mmt, Dmt, Pixyl verwendet. Insbesondere bevorzugt sind die gegen schwache Sauren labilen Schutzgrup- 

5 pen vom Trityl-Typ wie Trt, Mmt, Dmt, besonders bevorzugt Mmt, wobei die letzteren iiberraschenderweise 
die Loslichkeit der monomeren Bausteine deutlich verbessern, so daB Losungen fur die Verwendung in 
automatischen Synthesegeraten, wie z.B. multiplen Peptidsynthesizern, hergestellt werden konnen. 

Die bei der Herstellung der Verbindungen der Formel V verwendeten in der exocyclischen Aminofunk- 
tion geschutzten Nucleobasen B f werden nach an sich literaturbekannten Verfahren aus den entsprechen- 

w den Nucleobasen unter Verwendung eines geeigneten Schutzgruppenreagenzes wie z.B. B0C2O, Mozazid, 
Trt-CI, Mtt-CI, Mmt-CI, Dmt-CI, Pixyl-CI hergestellt. Gegebenenfalls werden dabei zur selektiven Alkylierung 
zusatzlich temporare Schutzgruppen an der Nucleobase eingefuhrt 

Die Aufkupplung der Nucleobasen-essigsauren der Formel VI auf die mit der basenlabilen Schutzgrup- 
pe geschutzten Aminoethylglycinderivate der Formel V erfolgt unter Verwendung von in der Peptidsynthese 

15 ublichen Aktivierungsmethoden wie sie oben beschrieben sind. Bevorzugt ist die Verwendung von Carbodii- 
miden, z.B. Dicyclohexylcarbodiimid Oder Diisopropylcarbodiimid. Bevorzugt verwendet werden ebenfalls 
Phosphonium-Reagenzien, wie z.B. BOP (B. Castro, J.R. Dormoy, G. Evin and C. Selve, Tetrahedron Lett. 
1975, 1219-1222) und Uronium-Reagenzien, wie z.B. HBTU (V. Dourtoglou, B. Gross, V. Lambropoulou, C. 
Zioudrou, Synthesis 1984, 572-574); TBTU, TPTU. TSTU, TNTU (R. Knorr, A. Trzeciak, W. Bannwarth and 

20 D. Gillessen, Tetrahedron Letters 1989, 1927-1930); TOTU (EP-A-0 460 446) Oder Saurechloride bzw. 
Saurefluoride (L. A. Carpino, H. G. Chao, M. Beyermann and M. Bienert, J. Org. Chem., 56(1991), 2635; J- 
N. Bertho, A. Loffet, C. Pinel, F. Reuther and G. Sennyey in E. Giralt and D. Andreu (Eds.) Peptides 1990, 
Escom Science Publishers B. V. 1991, pp. 53-54) 

Die oben beschriebenen PNA's werden durch Festphasensynthese an einem geeigneten Tragermaterial 

25 (z.B. Polystyrol, mit Polyoxyethylen modifiziertem Polystyrol, wie z.B. ©Tentagel, ©Controlled Pore Glass) 
das mit einer Ankergruppe L versehen ist, die latent den Rest Q° enthalt, aufgebaut. Die Festphasensynthe- 
se beginnt am C-terminalen Ende des PNA mit der Kupplung eines mit einer basenlabilen Schutzgruppe 
geschutzten Monomers oder AminosSure, die gegebenenfalls in der Seitenkettenfunktion geschutzt ist, an 
ein entsprechendes Harz. 

30 Nach Abspaltung der basenlabilen Schutzgruppe des an das Harz gekuppelten Bausteines mit einem 
geeigneten Reagenz, wie oben beschrieben, werden die nachfolgenden geschutzten Bausteine (PNA- 
Monomere und Aminosaurederivate) nacheinander in der gewiinschten Reihenfolge aufgekuppelt. Die 
intermedial entstehenden, mit einer basenlabilen Schutzgruppe am N-Terminus geschutzten PNA-Harze 
werden vor der Verknupfung mit dem nachfolgenden PNA-Monomeren durch die vorbeschriebenen Rea- 

35 genzien entblockiert. 

Die Kupplung bzw. Aktivierung der Aminosaurederivate mit einem der oben genannten Aktivierungsrea- 
genzien kann in Dimethylformamid, N-Methylpyrrolidinon, Acetonitril oder Methylenchlorid oder einer 
Mischung aus den genannten Losungsmitteln durchgefuhrt werden. Das aktivierte Derivat wird ublicherwei- 
se in einem 1,5 bis 10 fachen OberschuB eingesetzt. In Fallen, in denen eine unvolistandige Kupplung 

40 eintritt, wird die Kupplungsreaktion wiederholt, ohne Entblockierung der Aminogruppe des gerade aufgekup- 
pelten Bausteins durchzufuhren. 

Verfahren zur Einfuhrung des Restes R° sind zum Beispiel fur den Fall, daB dieser Rest eine 
Carbonsaurefunktion enthalt, die oben fur die Aufkupplung der Aminosauren und PNA-Monomeren be- 
schriebenen Methoden. Weitere Verfahren sind die Umsetzung von Isocyanaten wie z.B. Phenylisocyanat, 

45 Isothiocyanaten wie z.B. Fluoresceinisothiocyanat, Chlorameisensaurederivaten, wie z.B. Chlorformylcarba- 
zol, Kohlensaureaktivestern wie z.B. Cholesterin-(4-nitrophenyl)carbonat, Acridinium-succinimidylcarbonat, 
Sulfochloriden wie z.B. Dansyichlorid etc. 

Der vorhergehend beschriebene Syntheseablauf kann auch mittels kommerziell erhaltlicher Syntheseau- 
tomaten, wie z.B. Peptidsynthesizern, Multiplen Peptidsynthesizern, DNA-Synthesizern unter leichter Modifi- 

50 kation der ublicherweise verwendeten Syntheseprogramme durchgefuhrt werden. 

Nach Synthese der PNA's in der vorgehend beschriebenen Weise kann das PNA-Oligomer vom Harz 
mit geigneten Reagenzien, wie z.B. Trifluoressigsaure bei gegen schwache oder mittelstarke Sauren labilen 
Ankergruppen abgespalten werden. Je nach Art des verwendeten Linkers und der Art der verwendeten 
Schutzgruppen werden Oligomer und die weiteren Seitenkettenschutzgruppen der Nucleinbasen simultan 

55 abgespalten. Das Abspaltungsreagenz kann dabei auch durch geeignete Losungsmittel, wie z.B. Methylen- 
chlorid, verdunnt angewendet werden. Gegebenenfalls konnen zur Vermeidung von Nebenreaktionen 
weitere Additive diesem Abspaltungsreagenz zugefugt werden. Als Kationenfanger eignen sich hierbei 
Substanzen wie Phenol, Kresol, Thiokresol, Anisol. Thioanisol, Ethandithiol. Dimethylsulfid, Ethylmethylsul- 

11 
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fid Triethylsilan. Triisopropy.silan oder ahn.iche in der Festphasenpeptidsynthese u b „che Additive, die 

5 Jin oder als Mischung von zwei oder mehr dieser Hilfsmittel zugesetzt werden konnen. 

6 Die Reining des nach der Abspaltung erhaltenen Roh-Oligomeres erfolgt . mrt ,n der Pepfcd- oder 
Nucleotidchemie ublichen Verfahren. wie z.B. HPLC, '°"f au * a "f^ 0blicne n drei 

AbkOrzungen sind nachfolgend aufgelistet. 



ACN 



w 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Aeg(A Mmt ) 
Aeg(C Mmt ) 
Aeg(T) 

AegfT 80 ") 
Aeg(Y triazoto 
Bnpeoc 
Boc 
BOI 
Bom 
BOP 
BroP 
BSA 
But 
Bzl 
Cl-Z 
CPG 
DBU 
DCM 
Dde 
Ddz 
DMF 
DMT 
Dmt 
Dnpeoc 
FAM 
Fmoc 
H-Aeg-OH 
HAPyU 
HATU 
HBTU 
HOBt 
HONSu 
HOObt 
MeOBz 
Mmt 
Moz 
MSNT 
Mtt 
NBA 
NMP 
Pixyl 
PyBOP 
PyBroP 
TAPipU 
TBTU 
tBu 
tBuBz 
TDBTU 
TDO 



Acetonitril 

N-(2-Aminoethyl)glycyl, -NH-CH 2 -CH 2 -NH-CH 2 -CO- 
N-2-Aminoethyl)-N-((9-(N^4.methoxyphenyl-diphenyI).adenosyl)aceyO^^ 

N- ( 2-Aminoethyl)-N-^^ 

N-(2-Aminoethyl)-N-((1-thyminyl)acetyl)-glycyl 

N-(2-Aminoethyl)-N-((1KN3-benzyloxymethyl)-thyminyl)-acetyl)-g^^ 

N-(2-Aminoethyl)-N-((24iydroxy^^ 

2,2-[Bis(4-nitrophenyi)]-ethoxycarbonyl) 

tert.-Butyloxycarbony 

2-(Benzotriazol-1-yl)oxy-1>dimethyl-imidazolidinium-hexafluorphosphat 
Benzyloxymethyl 

Benzotriazolyl-1-oxy-ths(dimethylamino)-phosphonium-hexafluorphosphat 

Brom-tris(dimethylamino)-phosphonium-hexafluorphosphat 

N,0-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid 

tert.-Butyl 

Benzyl 

4-Chlor-benzyloxycarbonyi 

Controlled Pore Glas 
1 f 8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en 

Dichlormethan 

1- (4 i 4.Dimethyl-2,6-dioxocyclohexyliden)ethyl 
3.5-Dimethoxyphenyl-2-propyl-2-oxycarbonyl 

Dimethytformamid 

4,4 , -Dimethoxytriphenylmethyl 

Di-(4-methoxyphenyl)phenylmethy1, 

2- (2,4-Dinitrophenyl)-ethoxycarbonyl 

Fluorescein- Rest 
9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 

N-(2-Aminoethyl)glycin . o+ 

0-(7-Azabenzotriazol-1 -yl)-1 ,1 .a.a-bisttetramethylenjuron.um.hexafluorphosphat 
0-(7-AzabenzotriazoM -yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium-hexafluorphosphat 
0-(Benzotriazol-1 -yl)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium-hexaf luorphosphat 
1 -Hydroxybenzotriazol 
N-Hydroxysuccinimid 

3- Hydroxy-4-oxo-3,4- dihydrobenzotriazin 

4- Methoxy benzoyl 
4-Methoxytriphenylmethyl 
4-Methoxybenzyloxycarbonyl 
2,4,6-Mesitylensulfonyl-3-nitro-1,2,4-triazolid 

4-Methylphenyl)diphenylmethyl 
Nitrobenzylalkohol 
N-Methylpyrrolidin 
9-(9-Phenyl)xanthenyl 

Benzotriazolyl-1-oxy-tripyrrolidinophosphonium-hexafluorphosphat 
Brom-tripyrrolidinophosphonium-hexafluorphosphat 

0-(7-Azabenzotriazol-1 -yl)-1 .1 ,3.3-bis(pentamethylen)uronum-tetraf luoroborat 
CMBenzotriazol-1 -y IH ,1 ,3,3-tetramethy luronium-tetraf luoroborat 
tert.-Butyl 

^STo-^xo-l ,2,3-benzotnazin-3- y .)-1 ,1.3,3-tetramethy.uronium-tetraf.uoroborat 
2,5-Diphenyl-2,3-dihydro-3-oxo-4-hydroxythiophendioxid 
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TFA 


Trifluoressigsaure 


THF 


Tetrahydrofuran 


TNTU 


0-[(5-Norbornen-2,3-dicarboximido]-1 ,1,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat 


TOTU 


0-[(Cyano(ethoxycarbonyl)methylen)amino]-1 ,1.3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat 


TPTU 


0-(1 ,2-Dihydro-2-oxo-1-pyridyl)-1 ,1 ,3,3Metramethyluronium-tetrafluoroborat 


Trt 


Trity! 


TSTU 


0-(N-Succinimidyl)-1 ,1 ,3,3-tetramethyluronium-tetrafluoroborat 


Z 


Benzyloxycarbonyl 


MS(ES + ) 


Elektrospray Masse nspektrum (Positiv Ion) 


MS(ES-) 


Elektrospray Masse nspektrum (Negativ Ion) 


MS(DCI) 


Desorption Chemical lonisation Massenspektrum 


MS(FAB) 


Fast-Atom-Bombardment-Massenspektrum 


Die folgenden 


Beispiele sollen die bevorzugten Methoden zur Herstellung der erfindungsgemaBen 



Verbindungen verdeutlichen, ohne daB die Erfindung darauf eingeschrankt ware. 



Beispiel 1 

N-(Fmoc-aminoethyl)glycinmethylester-Hydrochlorid 

20 Fmoc-Aeg-OMe • HCI 

8.2 g Aminoethylglycinmethylester-Dihydrochlorid werden in 100 ml Wasser gelost und unter kraftigem 
Ruhren 13.48 g Fmoc-ONSu in 400 ml Dioxan zugegeben. Dann tropft man 10.08 g Natriumhydrogencarbo- 
nat in 150 ml Wasser innerhalb 15 min zu. Man laBt noch 15 Std. bei Raumtemperatur ruhren und engt 

25 dann im Vakuum auf ca. 100 ml ein. Man extrahiert mit 600 ml Ethylacetat und wascht die organische 
Phase mit 3 mal 50 ml Wasser. Die organische Phase wird uber Natriumsulfat getrocknet und dann auf ca. 
50 ml Volumen eingeengt. Man versetzt mit 100 ml Dichlormethan und 20 ml 2N methanolischer Salzsaure 
wobei das Produkt sofort ausfSllt. Man ISSt noch Uber Nacht im geschlossenen Kolben bei 4*C stehen. Der 
Niederschlag wird abgesaugt und getrocknet. 

30 Ausbeute: 9.8 g 

R F : 0.50 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1:1) 
MS(FAB, NBA/LiCI): 361.2 [M + Li] + 

Beispiel 2 

35 

N-(Fmoc-aminoethyl)glycin-Hydrochlorid 
Fmoc-Aeg-OH • HCI 

ao 11.21 g Aminoethylglycin werden in 250 ml DMF suspendiert und unter Ruhren mit 98.8 ml Bis- 
(tri methyl si lyl)acetam id versetzt. Nach 15 min Ruhren erhalt man eine klare Losung. Dazu tropft man 
innerhalb 15 min eine Losung von 33.7 g Fmoc-ONSu in 200 ml DMF. Man ruhrt noch 1 Std. nach und gibt 
dann je 100 ml Methanol und Wasser zur Reaktionsmischung. Nach 10 min werden noch 16.6 ml 6N 
Salzsaure zugegeben und weitere 10 min geruhrt. Danach wird die Mischung am Rotationsverdampfer im 

45 Vakuum zur Trockene eingeengt und der Ruckstand mit 250 ml Dichlormethan versetzt und geruhrt. Zuerst 
erhalt man eine klare Losung aus der dann nach ca. 5 min das Produkt langsam ausfallt. Nach und nach 
werden weitere 250 ml Dichlormethan zugegeben und insgesamt 1.5 Std geruhrt. Das ausgefallene Produkt 
wird scharf abgesaugt und dann auf der Nutsche mit zweimal je 150 ml Dichlormethan verruhrt und 
abgesaugt. Der Niederschlag wird anschliefiend in einen Kolben uberfuhrt und mit ca. 300 ml Ethylacetat 

so bei 45 *C ausgeruhrt, warm abfiltriert und mit wenig warmen Ethylacetat nachgewaschen. Der Niederschlag 
wird im Vakuumexsiccator gut getrocknet. 
Ausbeute: 34.4 g 



55 
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Beispiel 3 

Freisetzung von Fmoc-Aminoethylglycin 
5 Fmoc-Aeg-OH 



10 



23 g des obigen Fmoc-Aminoethy.g.ycin-Hydrochlorids werden In 400 ml J^*^, 
dem AbkUh.en auf Raumtemperatur v«rd unter gutem Rj» jjj ^ S.Hzl 
Methanol zugetropft. Dabei fa.lt das Produkt ^^^^^^^^^ aokuhlen und 

wKrigen Methanol gewaschen und dann bn Vakuum-Exsiccator gut getrocknet. 



T5 



20 



25 



Ausbeute: 15.0 g 
R F : 0.55 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 2:1:2) 
MS(FAB, NBA): 341.2 [M + H] + 



Beispiel 4 

2-Amino-6-chlor-purin-9-y!-essigsauremethylester 

in 40 ml DMF zugetropft. Man laBt noch 2 h "achruhren una J^ 1 und dann mit 

fSSLZS". K"^** ™> tw*™"'""' Methanol (95S) g».«n,gt. 



30 



35 



Ausbeute: 1 1 g Produkt 
r f: 0.44 (Dichlormethan/Methanol 9:1) 
MS(CI): 242(M + H) + 



40 



Beispiel 5 

9.5 ml TriMhylamin U nw Argon sosoend.ert 15 « ^""^rigi.ren una angt dann das 

Chromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (98:2). 



Ausbeute: 15.5 g 
R F : 0.60 (Dichlormethan/Methanol 97:3) 
MS(ES + ): 514.2(M + H) + 

45 

Beispiel 6 

2-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-6-hydroxy-purin-9-yl-essigsaure 
50 0, g u"3 

^^s^ — * mit wasser 

gewaschen und gut getrocknet. 
Ausbeute: 400 mg 
55 R F : 0.1 (Dichlormethan/Methanol 7:3) 
MS(FAB, NBA/LiCI): 488.2(M + Li) + 
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Beispiel 7 

6-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-purin 

5 13.5 g 6-Aminopurin und 46.2 g 4-Methoxyphenyl-diphenylmethylchlorid werden in 500 mt trockenem 

Dimethylformamid suspendiert und nach Zugabe von 13.9 ml Triethylamin kurz auf 60 *C erhitzt. Die fast 
klare, grunliche Losung wird uber Nacht stehengelassen. Dann wird die Mischung am Rotation sverdampfer 
im Vakuum eingeengt und nach Versetzen mit 50 ml Methanol nochmal eingeengt. Der Ruckstand wird an 
Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (95:5) unter Zusatz von 0.1% Triethylamin chromatographisch gerei- 

w nigt. 

Ausbeute: 9.8 g eines Schaumes 
R F : 0.35 (Dichlormethan/Methanol 9:1) 
MS(FAB,MeOH/NBA): 408.2(M + H) + 

75 Beispiel 8 

6-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-purin 

20.25 g 6-Aminopurin und 69.3 g 4-Methoxyphenyl-diphenylmethylchlorid werden in 500 ml trockenem 
;>o Pyrion suspendiert und nach Zugabe von 19.1 ml 4-Ethylmorpholin kurz auf ca. 40 e C erhitzt. Die Mischung 
wtfd UDcr Nacht stehengelassen. Dann wird die Suspension mit Wasser und Dichlormethan verruhrt und der 
N*xiefs;hiag abgesaugt. Die Dichlormethan-Phase wird im Vakuum zur Trockene eingengt, mit wenig 
D»chteKmetrian verrieben, der Niederschlag abgesaugt und mit dem zuerst erhaltenen vereinigt. Nach 
Trocunung erhalt man 47.3 g Produkt. 
25 H, 0 53 (fcthylacetat) 

MS^Ab. MeOH/NBA): 408.2(M + H) + 

BeispKJi 9 

30 6-<4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-purin-9-yl-essigsauremethylester 

6.2 g 6-<4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-purin werden in 75 ml trockenem Dimethylformamid 
verteilt und dann 0.36 g Natriumhydrid zugegeben. Man ruhrt noch eine Stunde nach und gibt dann 2.52 g 
Bromessigsauremethylester hinzu und ruhrt weitere 2h. Dann wird die Reaktionsmischung mit 2 ml 
35 Methanol versetzt, 10 min nachgeruhrt und dann im Vakuum am Rotationsverdampfer eingeengt. Der 
Ruckstand wird an Kieselgel mit Ethylacetat unter Zusatz von 0.5% Triethylamin chromatographisch 
gereinigt. 

Ausbeute: 4.0 g eines Schaumes 
R,.: 0.68 (Ethylacetat/Methanol 3:1) 
40 MS(FAB. NBA/LiCI): 480.2(M + H) + ; 485.2(M + Li) + 

Beispiel 10 

6-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-purin-9-yl-essigsaure 

45 

3.0 g 6-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-purin-9-yl-essigsauremethylester werden in 20 ml 
Dimethylformamid gelost und unter Ruhren mit 0.25 g NaOH in 5 ml Wasser versetzt. Nach 10 min ist die 
Verseifung beendet und das Reaktionsgemisch wird mit verdunnter Essigsaure auf pH 6 gesteltt. Man 
verdunnt noch mit 100 ml Wasser und engt dann im Vakuum am Rotationsverdampfer ein. Anschliefiend 
so wird noch zweimal mit wenig Toluol nachdestilliert und der Ruckstand mit Diethylether versetzt wobei das 
Produkt auskristailisiert. Man saugt das ausgefallene Produkt ab, wascht mit wenig Diethylether nach und 
trocknet. 
Ausbeute: 3.2 g 

Schmelzpunkt: 1 57-1 60 w C(Zers.) 
55 R P : 0.15 (Ethylacetat/Methanol 3:1) 

MS(FAB, NBA/LiCI): 465.1 (M + H) + ; 472.1 (M + Li) + ; 478.2(M + 2Li) + 
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Beispiel 11 

1-Acetyl-2.4-dihydroxy-5-methyl-pyrimidin 
1-Acetyl-thymin 



l-Aceiyi-xnyi"iii 

w trocknet. 

Ausbeute: 89.1 g 

Schmelzpunkt: 187-1 89 *C 

R - o 67 (Dichlormethan/Methanol 95:5) 



75 Beispiel 12 

3-Benzyloxymethyl-2.4-dihydroxy-5-methyl-pyrimidin 

3-Benzyloxymethyl-thymin 



20 



25 



520 g .Acetvl-2.4^ Z ^ 
von 47 5 m. Triethy.amin auf 0"C ^hK. *ir^^ ^ nach un(J , aBt uber 

chlormethylether in 50 ml DMF be. d.eser TJ^fSlSSSSung im Vakuum am Rotationsverdampfer 



und aus Ethanol umkristallisiert, 
Ausbeute: 46.66 g 
30 Schmelzpunkt: 119-120-C 

R F - 0.38 (Dichlormethan/Methanol 95:5) 



Beispiel 13 

35 3 -Ben 2 yloxymethyl-2.4-dihydroxy-5- m ethy.- P yrimidin-essigsaur e ethy.ester 



40 



3-Benzyloxymethyl-thyminyl-essigsaureethylester 

^ann, und die «»^ h ^ "^^1^ ^ da. Bookstand mi. HepBn „n»«. 

Phasen werden uber Magnesiumsulfat getrocKnet, eingw y 



45 Ausbeute: 52.4 g 

R F : 0.15 (Dichlormethan/Methanol 95:5) 
MS(FAB, NBA): 319.1(M + H) + 



50 



55 



Beispiel 14 

2.4-Dihydroxy-5-methyl-pyrimidin-essigsaureethylester 
Thyminyl-essigsaureethylester 



ch.orme 9 than ge.ost. die Mischung auf -7C > • C ***** ^J^ T £K« h 3 h bei dieser Temperatur 
ml einer IM Losung von Bortrichlond .n ^^^^^Sl^ ». Nach 1 h gibt man 19 7.05 ml 
nachreagieren und tropft dann be. -70' bis -60 C 320 mi nwi 
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70 



Triethylamin hinzu und laBt die Mischung auf Raumtemperatur kommen. Dann gibt man noch etwas Wasser 
hinzu und engt das Gemisch am Rotationsverdampfer ein. Der Riickstand wird in Ethylacetat aufgenommen 
und mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird uber Magnesiumsulfat getrocknet und dann zur 
Trockene eingeengt. 
Ausbeute: 12 g 

R F : 0.45 (Dichlormethan/Methanol 9:1) 
MS(DCI): 199(M + H) + 

Beispiel 15 

2.4-Dihydroxy-5-methyl-pyrimidin-essigsaure 
Thyminyl-essigsaure 

75 10 g 2.4-Dihydroxy-5-methyl-pyrimidin-essigsaureethylester werden in 130 ml Dioxan/Wasser (1:1) 
gelost und dann nach Zugabe von 60 ml 1N LiOH uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt. Dann wird die 
Mischung auf kleines Volumen eingeengt, die waBrige Phase mit Ether gewaschen und dann auf pH 2.5 
gesteNt Hierbei fallt das Produkt aus. Man saugt ab und erhalt 4.9 g Produkt. Aus der Mutterlauge lassen 
sich durch extrahieren mit Pentanol und ausfallen mit Heptan/Ether weitere 1 .5 g Produkt erhalten. 

20 Ausbeute: 6.4 g 

R F : 0.30 (Dichlormethan/Methanol 3:2) 
MS(DCI): 185(M + H) + 



25 



Beispiel 16 
N-1 Chlorocarboxymethylthymin 
Thyminyl-essigsaurechlorid 
30 Beispiel 16a 

2 g 2.4-Dihydroxy-5-methyl-pyrimidin-essigsaure werden 3h mit 15 ml Thionylchlorid bei 60 *C gerUhrt 
bis keine Gasentwicklung mehr auftritt. Dann wird das uberschussige Thionylchlorid am Rotationsverdamp- 
fer im Vakuum abgezogen und noch dreimal mit wenig Toluol nachdestilliert. Das so erhaltene Produkt wird 
as direkt in die nachfolgende Reaktion eingesetzt. 
Ausbeute: 2.4 g 
MS(DCI): 203(M + H) + 

Beispiel 16b 

40 

N-1 Carboxymethylthymin (3.0 g; 16.3 mmol) werden in Thionylchlorid (90 ml) suspendiert. Die 
Suspension wird fur 1.5h auf 70 *C erhitzt und dann 16 h bei Raumtemperatur stehengelassen. Das 
uberschussige Thionylchlorid wird in Vakuum entfernt und der Ruckstand dreimal mit Toluol koevaporiert. 
Das erhaltene Produkt wird zweimal mit n-Hexan verrieben und im Vakuum getrocknet. Man erhalt die 
45 Verbindung als hell-oranges Pulver. 
Ausbeute: 3.30 g 

MS(CI; Dichlormethan): 203 (M + H) + 
R ( = 0.10 (Dichlormethan/Methanol 7:3). 

so Beispiel 17 

2-Hydroxy-4-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-pyrimidin 
N*-Mmt-cytosin 



55 



11.6 g 4-Amino-2-hydroxypyrimidin und 46.2 g 4-Methoxyphenyl-diphenylmethylchlorid werden in 500 
ml trockenem Pyridin suspendiert und nach Zugabe von 12.8 ml 4-Ethylmorpholin kurz auf ca. 40 # C erhitzt. 
Die Mischung wird uber Nacht stehengelassen. Dann wird die Suspension mit Wasser und Dichlormethan 
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SnigT wach Trocknung erhalt man 16.8 g Produkt. 

R F 0 45 (Dichlormethan/Methanol 9:1) 
MS(FAB,MeOH/NBA): 384.2(M + H) + 

Beispiel 18 

2 . H ydroxy-M4-Methoxypheny.^^^ 

N* -Mmt-cytosy l-essigsauremethy lester 

ameU , yl lo,mamid und dan, 0.72 g Darm „ ird « ReaKionsmi- 

Wassar vnieben, afcgasaug, und g«K*n*t. 

Ausbeute: 107 g 
R F - 0.39 (Ethylacetat) 
20 MS(FAB, NBA/LiCI): 462.2(M + Li) + 

Beispiel 19 

4-(4-Methoxyphenyl-dipheny^^ 



10 



15 



25 



30 



2- Hydroxy 

N 4 -Mmt-cytosy i-essigsaure 



„. r[te n in 100 ml Dlm« h yllom.am,d 9*9 und u«w 0 0 mK ve , don „ te , 6s s, 9s ,„ re auf pH 



nach und trocknet. 
35 Ausbeute: 8.55 g 

R F : 0.27 (Ethylacetat) 

MS(FAB, NBA/LiCI): 448 (M + Li) + 

Beispiel 20 

40 N 4 -(tert.Butyloxycarbonyl)-N 1 -carboxymethylcytosin 
N 4 -Boc-cytosyl-essigsaure 

45 Beispiel 20a 

N 4 -(tert.Buty loxycarbonyl)-cytosin 

N 4 -Boc-cytosin 



50 



(2 ,.8 g, und *. Sptt**. "^^^^7^ und do, Nisderscn*, abge- 

C tr^S^r— - At *_« und * V*- t 



55 Ausbeute: 10.26g 

MS(DC1):212(M + H) + . 

R F : 0.6 (Dichlormethan/Methanol 6:4) 



18 



!ll!MBI[UU UBJJJUiiijj 



EP 0 672 701 A1 



Beispiet 20b 

^-(tert.ButyloxycarbonylJ-N'-methoxycarbonylmethyl cytosin 

5 N^-Boc-cytosyl-essigsauremethylester 

N 4 -(tert.Butyloxycarbonyl)-cytosin (1.6 g) werden in trockenem DMF (30 ml) suspendiert, Natriumhydrid 
(0.19 g) in Portionen zugegeben und die Mischung 1.5 h bei Raumtemperatur geruhrt bis die Wasserstoff- 
entwicklung beendet ist. Bei Raumtemperatur wird anschlieBend mit einer Spritze Bromessigsauremethyle- 

10 ster (0.84 ml) tropfenweise zugegeben. Man ruhrt noch 5 h bei Raumtemperatur nach und versetzt dann mit 
Methanol (1 ml). Das Losungsmittel wird im Vakuum abgezogen und der verbliebene Ruckstand mittels 
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan als Elutionsmittel gereinigt. Die das Produkt 
enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und im Vakuum eingeengt. 
Ausbeute 1.1g 

75 MS(DCI): 284 (M + H) + . 

R F : 0.5 (Dichlormethan/Methanol 95:5) 

Beispiel 20c 

20 N t -(tert.Butyloxycarbonyl)-N" , -carboxymethyl cytosin 
N L - Boc-cy tosy l-essigsa u re 

N^-ttert.ButyloxycarbonylJ-N^methoxycarbonylmethyl cytosin (4.2 g) wird in Wasser (30 ml) suspendiert 
25 und bei 0'C tropfenweise mit 2N wafiriger Natronlauge unter pH-Kontrolle (pH 12) versetzt bis der 
Methylester verseift ist. Der Fortgang der Reaktion wird mittels DC verfolgt. Dann wird die Reaktionslosung 
mit Essigsaure auf pH 3 gestellt und das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Die Reinigung des 
Rohproduktes erfolgt mit Saulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol/Triethylamin 
8:1:1 als Elutionsmittel. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigt und im Vakuum 
30 eingeengt. 

Ausbeute: 3.5 g 
Schmelzpunkt: 95-98 'C, Zers. 
MS(FAB.NBA): 270.2 (M + H) + . 

R F : 0.35 (Dichlormethan/Methanol/Triethylamin 8:1:1) 

35 

Beispiel 21 

N-[ 2-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-6-hydroxy-purin-9-yl-acetyl]-N-2-(9-fluorenyl-methyloxycar- 
bonylamino)-ethyl-glycin 

40 

Fmoc-Aeg(G Mmt )-OH 

1 g 2-{4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-6-hydroxy-purin-9-yl-essigsaure werden in DMF gelost 
und zu der auf 0'C gekiihlten Losung werden nacheinander 682 mg TOTU und 239 mg N-Ethylmorpholin 

45 gegeben. Die Mischung wird noch 20 min bei Raumtemperatur nachgeruhrt. In einem separaten Kolben 
wird eine Losung von 1 .06 g Fmoc-aminoethylglycin in 4 ml Dimethylformamid und 1 .5 g Bis-trimethylsiiy- 
lacetamid bereitet. Diese Losung wird dann zu der voraktivierten Losung von 2-(4-Methoxyphenyldiphenyl- 
methyl-amino)-6-hydroxy-purin-9-yl-essigsaure gegeben. Die Mischung wird weitere 2 h geruhrt und dann 
zur Trockene eingeengt. Danach wird in 30 ml Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit je 15 ml Wasser 

50 extrahiert- Die organische Phase wird Gber Natriumsulfat getrocknet und an Kieselgel mit Metha- 
nol/Dichlormethan/Wasser/Eisessig (1.5:10:0.25:0.075) chromatographisch gereinigt. 
Ausbeute: 600 mg 

R F : 0.35 (Methylenchlorid:Methanol/7:3) 
MS(FAB, DM SO/NBA/Li CI): 810.3(M + Li) + 

55 
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Beispiel 22 

N -[ 6-(4-Methoxyphenyl-diphenyi m ethyl-amino)-purin-9-yl-acetyl>N-2-(9-fluorenyl-methyloxycarbonylamino)- 

ethyl-glycin-methylester 

5 

Fmoc-Aeg(A Mmt )-OMe 

Eine Mischung aus 848 mg (2.6 mmol) Fmoc-Aeg-OMe . HCI und 407 mg (2.5 mmol) HOOBt w^d in 5 
ml DM gSst d 9 ann 640 uM5 mmol) NEM und 1.2 g (2.5 

*an aufaenommen mit Wasser und Natriumhydrogencarbonat-Losung extrahiert, die organ.sche Phase 

Vakuum getrocknet. 
Ausbeute: 1 .05 g 

R F : 0.85 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1:1) 
so MS(FAB, DMSO/NBA):802.4(M + H) + 

Beispiel 23 

Synmese von N-[ 6-<4-M e thoxypheny.-diphenylm e thy.-am^ 
?5 ycarbonylamino)-ethyl-glycin 

Fmoc-Aeg(A Mm, )-OH 

900 mg (1.125 mmol) Fmoc-Aeg(A Mml )-OMe werden in einer Mischung aus 5 ml Di °^ a " u " d " m ' 
Wasser <2ost und unter KQhlung mit Eiswasser durch portionsweise Zugabe emer M.schung aus 2-4 ml 1N 
NaS und 2 5 m, oLan verseift. Nach beendeter Reaktion wird durch Zugabe von wen.g festem 
KoSendioxid abgepu«ert und die in geringem MaBe erfo.gte «Z°°™^ 

butyl-ether ausgefallt. 
40 Ausbeute: 1-02 g 

R F : 0.73 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1:1) 

MS (FAB, DMSO/NBA): 787 (M + H) + , 794 (M + Li) + 



30 



35 



45 



50 



55 



Beispiel 24 

N-(2.4.Dihydr 0 xy-5-meth y l- P yrimidin-1-yl- a cet y l)-N-2-(9.fluorenyl-methyloxycarbonylamino)-ethyl-glycin 
Fmoc-Aeg(T)-OH 

4.03 9 Fmoc-Ae9-OH we.den In 80 ml DMf suspendier,. n* 4.39 ml "■^^[f'^'l 

nen werden zur Trockene eingeengt und noch dreimal mit wenig Toluol nachdest.ll.ert. 
Ausbeute: 3.8 g 
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R F : 0.42(Dichlormethan/Methanol/Essigsaure 100:20:5) 
MS(FAB, DMSO/NBA): 507.3(M + H) + 

Beispiel 25 

5 

N-(2.4-Dihydroxy-5-methyl-pyrimidin-1-yl-acety!)-N-2-(9-fluorenyl-methyloxycarb 
Fmoc-Aeg(T)-OH 

70 Eine Mischung aus 386 mg (2 mmol) 2.4-Dihydroxy-5-methyl-pyrimidtn-essigsaure und 652 mg (4 
mmol) HOOBt wird in 6 ml trockenem DMF kurz auf 70 bis 80 °C erwarmt. Nach Abkiihlen auf 
Raumtemperatur werden 314 ul (2 mmol) Diisopropylcarbodiimid zugefugt und die Mischung 30 min 
geruhrt. Danach werden 680 mg (2 mmol) Fmoc-Aeg-OH zugegeben. In Abstanden von 30 min wird das 
Gemisch dreimal kurz auf ca. 70 °C erwarmt. Dann wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer im 

75 Vakuum abgedampft und der verbliebene Ruckstand mit Wasser verrieben und das so erhaltene Rohpro- 
dukt zwischen n-Butanol und Wasser verteilt. Die organische Phase wird mit Kaliumhydrogensulfat-Losung, 
Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser extrahiert Dann wird die organische Phase am Rotationsver- 
dampfer im Vakuum eingeengt wobei das Produkt ausfallt. 
Ausbeute: 260 mg 

20 R F : 0.40 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1 :1 ) 
MS(FAB, DMSO/NBA): 507.3(M + H) + 

Beispiel 26 

25 N-[2-Hydroxy-4-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-pyrimidin-1-yl-acetyl]-N-2-(9-fluorenyl- 
methyloxycarbonylamino)-ethyl-glycin-methylester 

Fmoc-Aeg(C Mm, )-OMe 

30 Eine Mischung aus 1.7 g (5 mmol) Fmoc-Aeg-OMe • HCI und 675 mg (5 mmol) HOOBt werden in 10ml 
getr. DMF gelost und 1.28ml (10 mmol) NEM hinzugegeben. Dann wird die Mischung auf 0 B C gekuhlt, 2.21 
g (5 mmol) 2-Hydroxy-4-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-pyrimidin-1-yl-essigsaure zugefugt ge- 
folgt von 5 mmol Diisopropylcarbodiimid zugefugt und dieses Gemisch noch 30 min bei 0*C geruhrt. Man 
ruhrt anschlieBend 4.5 h bei Raumtemperatur nach und destilliert dann das Losungsmittel am Rotationsver- 

35 dampfer im Vakuum ab. Der Ruckstand wird zwischen Dichlormethan und Wasser verteilt, die organische 
Phase mit Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und 
am Rotationsverdampfer im Vakuum zur Trockene eingeengt. Der Ruckstand wird in 10 ml Methanol gelost 
und durch Zugabe von 15 ml Wasser ausgefallt. Das erhaltene Produkt wird mit wenig Wasser verrieben 
und im Vakuumexsiccator uber Kaliumhydroxid getrocknet. 

ao Ausbeute: 3,19 g 

R F :0.79 (n-Butanol/Pyridin/Wasser/Essigsaure 8:2:2:10) 
MS (FAB, DMSO/NBA): 778,4(M) + 

Beispiel 27 

45 

N-[2-Hydroxy-4-(4-Methoxyphenyl-diphenylmethyl-amino)-pyrimidin-1-yl-acetyl]-N-2-(9-fluorenyl- 
methyloxycarbonylamino)-ethyl-glycin 

Fmoc-Aeg(C Mmt )-OH 

50 

3.0 g (3.86 mmol) Fmoc-Aeg(C Mmt )-OMe werden in einer Mischung aus 15 ml Dioxan und 10 ml 
Wasser gelost und unter Kuhlung mit Eiswasser durch portionsweise Zugabe von 10.2 ml einer Mischung 
aus 1N NaOH und Dioxan (1:1) verseift. Nach beendeter Reaktion wird durch Zufugen von wenig festem 
Kohlendioxid abgepuffert und die in geringem MaSe erfolgte Fmoc-Abspaltung durch Zugabe von 0.5 g 
55 Fmoc-ONSU und 45-minutiges Nachruhren ruckgangig gemacht. Dann wird die Mischung mit 0.5 ml 2M 
Kaliumhydrogensulfat-Losung auf pH 6.5 gestellt AnschlieBend wird das Dioxan weitgehend in Vakuum 
abdestilliert, die Losung mit Wasser verdUnnt und mit Ethylacetat uberschichtet. Das Gemisch wird durch 
Zugabe von Kaliumhydrogensulfat-Losung unter KGhiung mit Eiswasser auf pH 5 angesauert. Die organi- 
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sche Phase wird abgetrennt und die waBrige Phase noch ™' 

Sanischen Phasen warden uber Natriumsulfat ^^^Z^ ^ ^ 

5 getrocknet. 

Ausbeute: 1.95 g 

R F - 0 80 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1 :1) 
MS (FAB, DMSO/NBA/LiCI): 770,3 (M + Li) + 

10 Beispiel 28 

N . [ 2-Hydrox y ^(tert,butyloxycarbonyl-amino)^imidin-1-yl-acetyl]-N-2-(9-fl^ 
methyloxycarbonylamino)-ethyl-glycinmethylester 

, 5 Fmoc-AegfC^-OMe , 

Eine Mischung aus 0.8S g (3 mmo.) 
m mo.) HOOBt werden in 5 7j < J^^^^riS^ CC ge'kUhlt, 564 u, (3.6 mmo.) 
(3mmol) Fmoc-Aeg-OMe • HCI ^ugefugt "J"*™ , Q . c und 4 h bei Raumtemperatur geruhrt. 

20 D ii S opropy.carbodiimid zugegeben ^und d, abdesti.liert. Der Ruckstand wird 
Dann wird das Losungsmittel am Rotat. °" s ^ oam P™ ph mit Na t r jumhydrogencarbonat-Losung 



25 Ausbeute:1,19 g 

R F : 0.88 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1:1) 
MS (FAB, DMSO/NBA): 606.3 (M + ) 



30 



Beispiel 29 
Fmoc-Aeg(C Boc )-OMe 



35 



40 



Ei ne Mischung aus ,87 g (8.47 mmo.) -oc-Ae 9 ^ 
in 15 ml trockenem DMF geiost, 1.08 ml (8.47 mmol > auf Vc gekuhlt, 1.33 

( tert.Buty.oxycarbony.)-N-carboxym e thyl cytosm zugefugt. 2"^^^"^! 0-C und 3 h bei 
ml (8.47 mmol) Diisopropylcarbodiimid zugegeben und L im Vakuum abdestil.iert. 

Raumtemperatur geruhrt. Dann wird das ^"7^ m J^nSK^ nacheinander mit 
Der Ruckstand wird in 100 ml f^t^ 

^^Tr^T^^To. Rostand wird Methyi-tert.-Buty.e.er 

verrieben. 
Ausbeute: 4.5g 

R F : 0.88 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1:1) 

45 Beispiel 30 

N 42-Hydroxy-4-(tert.-buty^^ 
methyloxycarbonylamino)-ethyl-glycin 

so Fmoc-AegtC^VOH 

rtickgSngig gemacht. Dann w«d die "J"™, paMaailliert. die LSsung mit Wasser veidllnnt 
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Kuhlung mit Eiswasser auf pH 5 angesauert. Die organische Phase wird abgetrennt und die waBrige Phase 
noch zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden uber Natriumsutfat 
getrocknet und am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt wobei das Produkt ausfallt. Das Produkt wird 
abfiltriert und im Vakuum getrocknet. 
5 Ausbeute: 485 mg 

R F : 0.55 (n-Butanol/Pyridin/Essigsaure/Wasser 8:2:2:10) 
MS(FAB, DMSO/NBA): 592 (M + ) 

Beispiel 31 

10 

Fmoc-Aeg(T)-OMe 

11.73 g Fmoc-Aeg-OMe • HQ werden zusammen mit 5.52 g Thyminylessigsaure in 100 ml trockenem 
DMF gelost und dann nacheinander 9.84 g TOTU und 20.4 ml Diisopropylethylamin hinzugegeben. Die 

75 Mischung wird 3 h bei Raumtemperatur geruhrt und dann im Vakuum am Rotationsverdampfer eingeengt. 
Der Ruckstand wird in Ethylacetat aufgenommen und je dreimal mit Natriumhydrogencarbonat- und 
Kaliumhydrogensulfat-Losung extrahiert. Die organische Phase wird eingengt, der Ruckstand in wenig 
Ethylacetat gelost und mit Ether versetzt wobei das Produkt ausfallt. 
Ausbeute: 12.3 g 

20 R F : 0.63 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1 :1 ) 
MS(ES + ): 521.4(M + H) + 

Beispiel 32 

25 Fmoc-Aeg(T)-OH 

12.0 g Fmoc-Aeg(T)-OMe werden in einer Mischung aus 100 ml Dioxan und 50 ml Wasser suspendiert 
durch portionsweise Zugabe von 32 ml 2N NaOH verseift. Nach beendeter Reaktion wird durch Zufugen 
von wenig festem Kohlendioxid abgepuffert und die teilweise erfolgte Fmoc-Abspaltung durch Zugabe von 

30 2.7 g Fmoc-ONSU rOckgangig gemacht. Dann wird die Mischung filtriert und das Hltrat mit Ethylacetat 
extrahiert. Die waBrige Phase wird mit 1N HCI auf pH 2 gestellt wobei das Produkt ausfallt. Der 
Niederschlag wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet (Rohprodukt 11.6 g). Zur Entfernung von Salzen 
wird das Rohprodukt in 70 ml DMF unter gelindem Erwarmen aufgenommen, Ungelostes abfiltriert und das 
Filtrat zur Trockene eingeengt. Der Ruckstand wird in Ethyjacat aufgenommen und durch Zugabe von 

35 Diisopropylether ausgefallt. Das Produkt wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute: 1 0.4 g 

R F : 0.40 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1:1) 
MS(ES + ): 507.3 (M + H) + 

40 Beispiel 33 

3-Benzyloxymethyl-2.4-dihydroxy-5-methyl-pyrimidin-essigsaure 
3-Benyloxymethyl-thyminyl-essigsaure 

45 

13.65 g 3-Benzyloxymethyl-2.4-dihydroxy-5-methyl-pyrimidin-essigsaureethylester werden in einer Mi- 
schung aus 400 ml Dioxan, 200 ml Wasser, 100 ml Methanol und 40 ml 1N NaOH gelost. Nach 2h Ruhren 
bei Raumtemperatur ist die Verseifung beendet Die Mischung wird im Vakuum am Rotationsverdampfer auf 
ein Volumen von ca. 200 ml eingeengt, mit 200 ml Wasser versetzt und einmal mit 100 ml Ethylacetat 

so extrahiert (wird verworfen). Die waBrige Phase wird mit 1N HCI auf pH 1.5 gestellt und mit dreimal 100 ml 
Ethylacetat extrahiert. Die Ethylacetatphasen werden vereinigt und uber Natriumsutfat getrocknet. Nach 
Abfiltieren des Trockenmittels wird das Filtrat zur Trockene eingeengt. Es verbleibt ein zahes 6l, das direkt 
fur die nachste Reaktion eingesetzt wird. Nach langerem Steheniassen wird das Ol fest. 
Ausbeute: 11.35 g 

55 R F : 0.64 (2-Butanon/Pyridin/Wasser/Essigsaure 70:15:15:2) 
MS(ES + ): 305.2 (M + H) + 
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Beispie! 34 

N - ( 3*en Z y.oxymetM^ 
methyloxycarbonylamino)-ethyl-glycinmethylester 

Fmoc-AegO-eoTOMe ^ ^ 

3.04 g 3-Ben 2 y.oxym e thy,2.4-dihy^ 
DMF gelost und nacheinander 3.9 g Fm ° c ^ e9 ™ * ae rUhrt und dann im Vakuum am Rotationsver- 
min zugegeben. Die Mischung wird 2 h f^etat aufgenommen und je dreima. mrt 

dampfer zur Trockene ^ng^S 1 - 1 Der h F \ UC 'J^ Jt -^6^09 extrahiert. Die organische Phase wird uber 
NatrLhydrogencarbonat- ^'^^ eingengt. Der verb.eibende schaum.ge 

75 Ausbeute: 4.68 g 

R F : 0.75 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1 :i) 

MS(ES + ): 641.4 (M + H) + 
Beispiel 35 

methyloxycarbonylamino)-ethyl-glycin 
Fmoc-AegCT^hOH 

,3 g Fmoc-Aeg^OMe warden in ^ri^^ 
durch portonsweise Zugabe von 7.36 ml IN NaOH JJJJe'^^ Fmoc -Abs P altung durch Zugabe von 
von wenig festem Kohlendioxid abgepuffert und ^JfJ^ fjltriert , das Di0 xan im Vakuum am 
0.41 g Fmoc-ONSU rUckgangig gernacht Dann w rd *J™ ^ nQCh alka|iscne L6sung einmal mrt 
Rotationsverdampfer abdestilliert, mrt 30 ml Wassjr ve rdunn ^ ^ pro(jukt ausfallt 

Ethylacetat extrahiert. Die waBrige P*-"^ 1 ,™ S derNiederschiag abgesaugt und im Vakuum 

Ausbeute: 1 .47 g 

R F : 0.37 (n-Butanol/Essigsaure/Wasser 3:1 .1) 
MS(ES + ):627.2(M + H) + 



20 



25 



PNA-Synthesen: 

40 Beispiel 36 

H-^g^-Lys-NH, (C H 127 N 35 O33. FG 2275,26) 



O, Synthese ertoigt an einem A"-"™-^^ ' ' 

4S dimethoxyphenylpropionsaure als ^^'"^ und in ein ReaktionsgefaB des 

Es werden 14.7 mg (10 umoi) .^-Am'da^ Z^nXtese die fo.genden Reaktions.osun- 
Multiplen Peptidsynthesizers eingebracht. Man verwendet 

% Akti.ator-Lsg, 0.87B DMF 
50 O^rmg—emDMF 
% Fmoc-Aeg(T°-OH: 250 mg in 1 mi getrocknetem DMF 

5) Piperidin: 20%ige Losung in ^ waschen mit DMF werden AktivatorlSsung, Fmoc- 

Nach Fmoc-Abspaltung mit Pipend. "- Los J^ ge geben. Die Kupplungszeit betragt 40 

55 Derivat und Base in das ReaktionsgefaB zum «^^^ n ° LchlieBend wird das Harz 5mal mrt 
mm. Nach 28 min Reaktionszeit 100 . ill ^^S^ZSSlSS^- Nach der ietzten Fmoc-Abspaitung 
DMF gewaschen und ist bereit fur d,e nachste 95%iger TFA behandelt (ca. 2.5 h). D,e 

wird das Harz getrocknet und port.onswe.se mrt .nsgesamt 4 m 
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TFA-L6sung wird im Vakuum eingeengt und der Ruckstand in 250 ul TFA gelost. Diese Losung wird auf 5 
Eppendorf-GefaGe verteilt und mit je 600 ul Methyl-tert.-butyl-ethergefallt. Der Niederschlag wird durch 
Zentrifugieren sedimentiert und dann der Uberstand abdekantiert. Der Niederschlag wird in wenig Methyl- 
tert.-butyl-ether suspendiert und erneut durch Zentrifugieren sedimentiert und dann wiederum der Uber- 
5 stand abdekantiert. Dieser Vorgang wird nochmals wiederholt und dann das Produkt im Vakuum getrocknet. 
Die Reinigung erfolgt durch Chromatographie uber eine ®MonoQ-Saule (Fa. Pharmacia, Munzingen) mit 
0.17 - 0.44 M Natriumchlorid-Gradienten in 10 mM NaOH (pH 12) und Entsalzung durch Ultrafiltration. 
Ausbeute: 198 OD2&0. 
MS (FAB, AcOH/NBA): 2298 (M + Na) + 

10 

Beispiel 37 



H-(Aeg(T ,ria2O,0 )8-Lys-NH 2 (Cno Hi 3 a N 58 0 2 &. FG 2682,65) 



Position 14 
Position 16: 
25 Position 17: 



75 Die Synthese erfolgt an einem Aminomethyl-Polystyrolharz mit 5-(Fmoc-Amino-4-methoxybenzyl)-2.4- 
dimethoxyphenylpropionsaure als Ankergruppe mit einem ABI-DNA-Synthesizer 380B. Es werden 14.7mg 
(10 umol) Fmoc-Amidanker-Harz in einem Synthesesaulchen durch Zugabe folgender Losungen pro- 
grammgesteuert umgesetzt: 

Position 1: Fmoc-Lys(Boc)-OH: 0.66molare Losung in DMF 
20 Position 2: Fmoc-Aeg(T tria20lo )-OH 735 mg in 2 ml getrocknetem DMF 
Position 5: Mischung aus 1.35 ml NEM und 1.7 ml DMF (3.46molar) 
Position 6: PyBOP: 0.91molare Losung in getr. DMF 

20% Piperidin in DMF 
DMF zum Waschen des Harzes. 
DMF(getrocknet) fur Reaktion 
Die Aufgabemenge wird uber die FluBrate auf einen 5-fachen OberschuB an Lysin- bzw. Aminoethygly- 
cin-Derivat eingestellt.Die Kupplung erfolgt jeweils zweimal. Zur Abspaltung der Verbindung vom Harz 
werden insgesamt ca. 5 ml 90%ige TFA innerhalb 2h manuell duch das SSulchen gedruckt Die TFA wird 
im Vakuum eingeengt, der RGckstand in 300 ul TFA gelbst und diese LQsung auf 6 EppendorfgefSBe 
30 verteilt. Das Produkt wird durch Zugabe von je 1 ml Methyl-tert.-butyl-ether gefallt. Der Niederschlag wird 
durch Zentrifugieren sedimentiert und dann der Uberstand abdekantiert. Der Niederschlag wird in wenig 
Methyl-tert.-butyl-ether suspendiert und erneut durch Zentrifugieren sedimentiert und dann wiederum der 
Uberstand abdekantiert. Dieser Vorgang wird nochmals wiederholt und dann das Produkt im Vakuum 
getrocknet. Am Ende wird nochmals in Methyl-tert.butyl-ether suspendiert, zentrifugiert und getrocknet. 
35 Ausbeute: 270 OD260. 

MS (FAB, TFA/NBA): 2684 <M + ) 



Beispiel 38 



40 H-(Aeg(C)) 7 -Lys-NH2 (C 76 H106 N 38 O22, FG 1903,92) 

Synthese wird wie in Beispiel 36 beschrieben durchgefuhrt, jedoch mit 750 mg Fmoc-Aeg(C Mmt )-OH, 
das in 1.5 ml getrocknetem DMF gelost eingesetzt wird. Die Abspaltung und Fallung erfolgt wie oben 
beschrieben. 
45 Ausbeute: 16 mg oder 218 OD260 
MS (FAB, TFA/NBA): 1905 (M + H) + 

Beispiel 39 



so Ac-Aeg(A)-Aeg(C)-Aeg(A)-Aeg(T)-Aeg(ChAeg(A)-Aeg(T)-Aeg(G)-Aeg(G)-Aeg(T)-Aeg(C)-Aeg(G)-Lys-NH 2 
(Ci 37 Hi76N720 3 8. FG 3439.39) 

Die Synthese der PNA's erfolgt an einem Ecosyn D-300 DNA Synthesizer (Fa. Eppendorf/Biotronik, 
Maintal) mit 100 mg (5 uMol eines mit 5-(Fmoc-Amino-4-methoxybenzyl)-2,4-dimethoxyphenylpropionsaure 
55 als Ankergruppe beladenen Aminopropyl-CPG. 

Fur die Synthese wurden folgende Losungen eingesetzt: 
1) Aktivator-Lsg.: 0,3molare HATU-Losung in getrocknetem DMF 
. 2) Base fur Aktivierung: 0,3molare Losung von NEM in getrocknetem DMF 



25 



BNSDOCID: <EP, 



,0672701 A 1_L> 



EP 0 672 701 A1 



10 



-\\ Fmoc-Lvs(Boc)-OH: 0.3molare Losung in DMF 

4) Abspa.tung von Fmoc: 20 %ige Losung von Pipend.n in DMF 

5 Fmoc-Aeg(T)-OH: O.Smolare Losung in getrocknetem , DMF 

6 Fmoc-Aeg A M -)-OH: 0,3molare Losung in getrocknetem DMF 

7 Fm?c-Sg(C-')-OH: 0,3molare Losung in getrocknetem DMF 

8) Fmoc-Aeg(G-')-OH: 0,3molare "»70^^32^ „ tt DMF werden Aktivatorlosung. Fmoc- 
Nach Fmoc-Abspaltung mit P'Pend.n-Losung^ "^^^"^g ben . Die Kupplungszeit betragt 20 
Derivat und Base in das ReaktionsgefaB die nachste Piperidinbehand- 

Z^^X^^^^^ und wie oben beschrieben 



aufgearbeitet. 
Ausbeute: 210 OD 2 6 0. 
MS 3439.4 (ES + ): (M) + 

15 Beispiel 40 

H-Asp-Aeg(C^ 
(Cii 9 Hi57 N 57 0 3S ,FG 2993.94) 



20 



25 



30 



c»««. n n vsn DNA Synthesizer (Fa. Eppendorf/Biotronik, 



35 



intai) mil ioo my w m-i»-~</ - . ^ . . 

FGr die Synthese wurden folgende Losungen «ngwetet 
tUktivator-Lsg.: 0,3molare HATU-LQsung in getrocknetem DMF 
2 Ba!e fur AkLerung: 0,3mo.are Losung von NEM .n getrocknetem DMF 
3) Fmoc-Asp(OtBu)-OH: 0,3molare Losung in DMF 

4 Abspaitung von Fmoc 20%ige Losung von P.pend.n ,n DMF 

5 Fmoc-Aeg(T)-OH: 0,3molare Losung in getrocknetem DMF 

6 Fmoc-Aeg A""")-OH: 0,3molare Losung in getrocknetem DMF 

7 Fmoc-Aeg C-« -OH: 0,3molare LSsung in getrocknetem DMF 

8 Fmoc-Aeg(G-)-OH: 0,3moiare L6sung in DMF Aktjvatorl6sung , Fmoc-Derivat 
Nach Fmoc-Abspaitung mit Piper.d.n-Losung ^W^n mrt DM Kupplling s Z eit betragt 20 min. 
und Base in das ReaktionsgefaB zurn ^reit fur die rSchste Piperidinbehandlung. 
AnschlieBend wird das CPG IB ma. rn.t qeMe ^ zun achst mit 3%iger Trich.oress.g- 
Nach Beendigung der Synthese w.rd der PNA-CPG Trager g Dichlormeth an die tert.-Butylgrup- 

=s=53«£k== 

Ausbeute: 100 OD 2 6o- 
MS 2994.4(ES + ): (M + H) + 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von PNA-Oligomeren der Formel I 



45 



B 

I 

CH 2 



so C ■ 0 q 



(I), 



R°-(A) k -tN-CH l -CH 2 -N-CH 2 -C) n -(Q),-0 
H 



55 



WO R o wasserstoff. C-C-A.kanoy.. C-Cs-A.koxycarbony., C^-Cydoa.kanoy., C,-C 15 -Aroyi, 
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C3-Ci3-Heteroaroyl ( Oder eine Gruppe bedeuten, die die intrazellulare Aufnahme des Oligo- 
mers begunstigt Oder die bei der Hybridisierung mit der target-Nucleinsaure interagiert; 

A ein Aminosaurerest; 

k eine ganze Zahl von Null bis 20; 
5 Q ein Aminosaurerest; 

I eine ganze Zahl von Null bis 20; 

B fur eine in der Nucleotidchemie ubliche Nucleobase Oder deren Prodrugformen; 
Q° Hydroxy, NH 2 , NHR" bedeutet mit FT = Ci-C 18 -Alkyl, C 2 -Ci 8 -Aminoalkyl l C 2 -Ci 8 -Hydroxyal- 
kyl; und 

/o n eine ganze Zahl von 1 - 50 bedeuten, 

dadurch gekennzeichnet, daS man auf einen polymeren Trager der Formel II 



L-[Polymer] (II), 

75 der mit einer Ankergruppe L versehen ist, die latent den Rest Q° enthalt, entweder zuerst mit einem fur 
die Festphasensynthese ublichen Verfahren Aminosauren (Q 1 ) aufkuppelt und dann auf die dabei als 
Zwischenprodukt entstehende Verbindung der Formel III 



(QVL-fPolymer] (III), 

wonn L wie oben definiert ist, Q' fur eine Aminosaure Q steht, deren Seitenketten gegebenenfalls 
goschutzt sind, und I fur eine ganze Zahl von Null bis 20 steht, 
oder direkt auf den polymeren Trager der Formel II 
a) erne Verbindung der Formel IV 




worin 

35 PG fur eine basenlabile Aminoschutzgruppe und 

B* fur eine an der exocyclischen Aminofunktion geschutzte Nucleobase steht, 
unter Verwendung der in der Peptidchemie ublichen Kupplungsreagenzien aufkuppelt, 

b) die temporare basenlabile Schutzgruppe PG mtttels eines geeigneten Reagenzes abspaltet, 

c) die Schritte a und b (n-1 )fach wiederholt, 

40 d) mit einem fur die Festphasensynthese ublichen Verfahren weitere Aminosauren A\ die wie A 

dofiniert sind, jedoch in der Seitenkette gegebenfalls geschutzt sind, aufkuppelt und dann fur den 
Fail, daG R° nicht Wasserstoff ist, den Rest R° mit einem ublichen Verfahren einfuhrt, 
e) aus der als Zwischenverbindung erhaltenen Verbindung der Formel la 



45 



50 



B ' 

I 

CH 2 
I 

C-0 

I 



(la). 



0 

ii 



*°-( A ' )k" I N-CH 2 -CH 2 -N-CH 2 -C ) , - L - ( P o I yme r | 

H 



55 worin R°. A\ k, B\ n. Q\ und I wie oben definiert sind und L fur eine Ankergruppe steht, 

die Verbindung der Formel I mittels eines Abspaltungsreagenzes vom polymeren Trager abspaltet, 
wobei gleichzeitig oder auch anschlieGend die an der exocyclischen Aminofunktion der Nucleobasen 
und an den Seitenketten der Aminosauren gegebenenfalls vorhandenen Schutzgruppen abgespalten 
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2. 



15 



20 



25 



werden. 

Verfahren zur Herste.lung von PNA-O.igomeren der Formel I gemaB Anspruch 1. dadurch gekennzeich- 
ydroindol-2-carbonsaure und N-(2-Aminoethyl)g.ycin steht; 
ydroindol-2-carbonsaure und N-(2-Aminoethyl)glycin steht; 

methyl-4-triazolopyrimidin oder deren Prodrugformen steht; und 
n eine ganze Zahl von 4 - 35 bedeutet. 

3. Verbindungen der Formel IV 



(IV), 




30 worin 



35 



40 5. 



45 6. 



50 



55 



ten Aminoschutzgruppe kompatiblen Schutzgruppe geschutzt .st. 
Verbindung der Formel IV gemaB Anspruch 3, dadurch B^nze^. daB 

P3 die *"* e ' ne 9696,1 SChWaChe 

B ' - u ' ethantyp oder TrityKryp 9eschUtet ist 

Verbindung der Formel IV gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB 

P B G J Sr25E^-«n exocyclische Aminotunktion durch eine geger , schwache 
Oder r^tte.starke Sauren labile Schutzgruppe vom Urethantyp oder Tnty.-Typ geschutzt ,st. 

Verfahren zur Herste.lung von Verbindungen der Forme. IV gemaB den Anspruchen 3 bis 5. dadurch 

gekennzeichnet, daB man 

a) eine Verbindung der Formel V 



(V), 




worin 

PG eine basenlabile Aminoschutzgruppe und 
ri eine Esterschutzgruppe bedeuten, 
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mit einer Verbindung der Formel VI 



B ' 



y 

OH 



(VI), 



10 



15 



worm 
B' 



eine Nucleobase, deren exocyclische Aminofunktion durch eine mit der basenlabilen 
Aminoschutzgruppe kompatiblen Schutzgruppe geschutzt ist, bedeutet, 
bei 0-45 "C in einem geeigneten Losungmittel Oder Mischungen dieser Losungsmittel unter Verwen- 
dung eines in der Peptidchemie ublichen Kupplungsreagenzes zu einer Verbindung der Formel Vll 



20 




(VII), 



25 worin 

PG , B* und R 1 wie oben definiert sind, 

umsetzt, und anschlieBend die Esterschutzgruppe R 1 mit Alkalilauge Oder auch enzymatisch mit 
Hilfe von Esterasen Oder Lipasen bei 0-50 *C in einem geeigneten LQsungsmittel oder Gemischen 
aus diesen LCsungsmitteln abspaltet, oder 
30 b) eine Verbindung der Formel V 



H 0 




(V), 



worin 

40 PG eine baseniabile Aminoschutzgruppe in der obigen Bedeutung ist und 

R 1 Wasserstoff oder eine temporare Silylschutzgruppe bedeutet, 
mit einer Verbindung der Formel VIII 



B' - CH 2 - CO - R 2 (VIII), 

45 

worin 

B 1 wie in Formel VI definiert ist. und 
R 2 Halogen oder den Rest eines Aktivesters bedeutet, 
bei 0-40 *C in einem geeigneten Losungsmittel oder Mischungen dieser Losungsmittel umsetzt. 

50 

7. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel IV gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daG man 

a) eine Verbindung der Formel V, worin 

PG eine baseniabile Aminoschutzgruppe und 
55 R 1 eine Esterschutzgruppe aus der Reihe Methyl, Ethyl, Butyl, 2-(Methoxy-ethoxy)-ethyl und 

Benzyl bedeuten, 

mit einer Verbindung der Formel VI, worin 
B 1 eine Nucleobase, deren exocyclische Aminofunktion durch eine gegen schwache oder 
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mitte.starke Sauren .abile Schutzgruppe vom Urethantyp oder Trity.-Ty P geschOtzt ist, 
bedeutet. „„ miHel a „* d er Reihe DMF. Acetonitril und Dichlormethan oder 

£SCi, «*»- - — VMMta. « Fo,n,o, VII. »o,in 

ri Wasserstoff oder Trimethylsilyl bedeutet, 
mit einer Verbindung der Forme! VIII, worm 

W 20 . »^££5«g-*- - » "*» 0MF - NMP ' ACe *°" i ' Di *'" m * an "'" 

Mischungen dieser Losungsmittel umsetzt. 
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